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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
[η] intrinzična viskoznost 
A.U. absorbančna enota 
AMP,ADP,ATP adenozin mono- /di- /tri-fosfat 
Cm antibiotik kloramfenikol 
FTI ang. »flow transition index« 
K,a Mark Houwink-ovi konstanti 
kDa  kilodalton 
Km Michaelisova konstanta 
LB gojišče Luria Bertani 
LVE linearno viskoelastično območje 
OD650 optična gostota pri 650 nanometrih valovne dolžine 
pKa konstanta disociacije kisline 
srf-cfp surfaktinski operon označen s ciano fluorescenčnim 
proteinom 
Td dekompozicijska temperatura 
Tm talilna temperatura 
γ-DD γ-peptidna vez med D- in D- glutamatom 
γ-DL γ-peptidna vez med D- in L-glutamatom 
γ-LL γ-peptidna vez med L- in L-glutamatom 
η0 viskoznost topila 
ηred reducirana viskoznost 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Poli-γ-glutaminsko kislino (γ-PGA) je leta 1937 v kapsuli bakterije Bacillus anthracis 
odkril Ivanovics s sodelavci. γ-PGA je tudi sestavni del sluzi v tradicionalni japonski hrani 
natto iz fermentirane soje (Luo in sod., 2016). Pri Bacillus anthracis γ-PGA, ki je iz 
izključno D-glutamatov, onemogoča vstop bakteriofagov v celico in vezavo protiteles 
gostitelja. V primeru stradanja je lahko γ-PGA vir glutamata. Pri talnih mikroorganizmih 
lahko γ-PGA z vezavo toksičnih kovinskih ionov poveča odpornost teh organizmov. 
Halofilni organizmi uporabljajo γ-PGA za zmanjševanje visokih lokalnih koncentracij soli 
(Ogunleye in sod., 2015). γ-PGA pomaga tudi pri formaciji biofilma (Stanley in sod., 
2005). 
 
Ob izjemni biološki funkciji ima γ-PGA velik potencial za aplikacije znotraj različnih vej 
industrije (Ogunleye in sod., 2015). Zaradi strukturnih lastnosti je ta molekula zelo 
viskozna, ima dobre adsorbcijske lastnosti in sposobnost kelacije kovin (Hsueh in sod., 
2017). Za človeka ni toksična niti pri oralni uporabi. Zanj je tudi neimunogena in 
biorazgradljiva (Ogunleye in sod., 2015). Organizme, ki izdelujejo γ-PGA, lahko 
razdelimo na tiste, ki za produkcijo potrebujejo glutamat v gojišču in tiste, ki ga ne 
potrebujejo. Slednjim rečemo tudi »od glutamata neodvisni producenti γ-PGA«. 
Industrijsko so še posebej zanimivi sevi, ki za izdelovanje γ-PGA ne potrebujejo 
glutamata, saj je lahko s takimi sevi proizvodnja cenejša (Luo in sod., 2016). Med 
organizme, ki za produkcijo γ-PGA ne potrebujejo glutamata v gojišču, sodi tudi mutanta 
seva Bacillus subtilis PS-216 srf-cfp, ki je del mikrobne zbirke katedre za mikrobiologijo 
(Jurščič, 2017). 
 
V magistrskem delu smo želeli primerjati produkcijo ter reološke lastnosti γ-PGA pri 
mutanti bakterijskega seva B. subtilis PS-216 srf-cfp z nekaterimi znanimi producenti γ-
PGA, ki za produkcijo prav tako ne potrebujejo glutamata v gojišču. Z dodatkom različnih 
hranil smo želeli izboljšati produkcijo γ-PGA pri mutanti bakterijskega seva B. subtilis PS-
216 srf-cfp. Z merjenjem reoloških lastnosti rabljenega produkcijskega gojišča 
bakterijskega seva B. subtilis PS-216 srf-cfp smo poskušali opredeliti prispevek 
posameznih komponent takega gojišča k njegovim viskoelastičnim lastnostim. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- V produkcijskem gojišču γ-PGA, ki ne vsebuje glutamata, bo mutanta B. subtilis 
PS-216 srf-cfp boljši producent γ-PGA od vseh ostalih testiranih »od glutaminske 
kisline neodvisnih« sevov. 
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- Glavni dejavnik viskoelastičnih lastnosti v rabljenem produkcijskem gojišču γ-PGA 
bo γ-PGA, medtem ko bo viskoelastični prispevek celic pomembno manjši. 
- Dodatna hranila bodo v produkcijskem gojišču γ-PGA, ki ne vsebuje glutamata, 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 REOLOGIJA  
Reologija je veda, ki opisuje, kako se materiali odzovejo na silo, ki deluje nanje. Je 
interdisciplinarna veda o pretočnih lastnostih tekočin in deformacijskem obnašanju trdnih 
snovi. V enem ekstremu so idealno viskozne ali Newtonske tekočine (na primer voda), ki 
jih obravnava Newtonov zakon. V drugem ekstremu so idealno elastične trdnine (na primer 
jeklo), ki jih obravnava Hookov zakon. Realni materiali so viskoelastični, imajo viskozno 
in elastično obnašanje. Obstajajo viskoelastične tekočine in viskoelastične trdnine 
(Mezger, 2011). 
Nizko-molekularne tekočine, z molsko maso nižjo od 10000 g mol
-1
 so idealno viskozne 
(na primer voda). Tudi raztopine polimerov imajo lahko idealno viskozno obnašanje, če so 
polimeri prisotni v zelo nizkih koncentracijah in med molekulami polimerov ni 
pomembnih interakcij. Pri konstantnem tlaku in temperaturi strižna viskoznost (η) idealno 
viskoznih tekočin ni odvisna od strižne napetosti (τ), ki deluje nanjo. Strižna napetost in 
strižna hitrost (γ) sta v linearnem razmerju. Idealno viskozne tekočine so popolnoma 
neelastične, pri delovanju strižne napetosti se vsa energija delno porabi za segrevanje same 
tekočine in se delno kot toplota odda v okolico. Tako se vsa energija izgubi in po 
končanem delovanju strižne napetosti na idealno viskozno tekočino ostane ta popolnoma 
deformirana. Gre torej za ireverzibilen proces. Pri idealno viskoznih tekočinah ni interakcij 
med njihovimi (najpogosteje) majhnimi molekulami in delci, ali pa te ne prispevajo 
pomembno k notranjemu trenju tekočine. 
Tekočine, ki niso idealno viskozne, imajo psevdoplastično (strižno redčenje), dilatacijsko 
(strižno zgoščevanje) ali plastično obnašanje. Pri teh materialih strižna napetost in strižna 
hitrost nista v linearnem razmerju. Ob povečanju strižne deformacije se takšni materiali 
upirajo z viskozno in elastično komponento. Kadar razmerje med strižno napetostjo in 
strižno hitrostjo ni konstantno govorimo o navidezni strižni viskoznosti (Slika 1; Mezger, 
2011). 
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Slika 1: Idealno viskozno obnašanje (1), strižno redčenje (2), strižno zgoščevanje (3) (prirejeno po Mezger, 
2011). 
Psevdoplastično obnašanje, ki je najbolj pogosto, imajo materiali, ki se jim ob povečevanju 
strižne obremenitve viskoznost zmanjšuje. Primeri takšnih materialov so raztopine 
polimerov, ki morajo biti v zadosti visoki koncentraciji, da se molekule lahko prepletajo 
med seboj. Grafi, ki prikazujejo strižno redčenje imajo značilno obliko. Pri zelo nizkih 
strižnih hitrostih je prva newtonska regija, ki določa viskoznost pri ničelnem strigu (ang. 
»zero-shear viscosity«). Sledi regija strižnega redčenja. Pri zelo visokih strižnih hitrostih je 
druga newtonska regija, ki določa viskoznost pri neskončnem strigu (ang. »infinite-shear 
viscosity«) (slika: 2). V prvi newtonski regiji se nekatere makromolekule orientirajo v 
smeri striga in prihaja do razpletanja prepletenih molekul. Hkrati se nekatere 
makromolekule, ki so se predhodno orientirale po strigu, zaradi elastične komponente 
materiala ponovno prepletejo. Seštevek obeh pojavov se izniči, zato ne pride do bistvene 
spremembe v viskoznosti celotnega materiala. V območju strižnega redčenja se več 
molekul razplete kot preplete in krivulja viskoznosti kot funkcija strižne hitrosti začne 
padati. Sistem prehaja v bolj urejeno stanje. Pri zelo visokih strižnih hitrostih, ki so za 
nekatere raztopine polimerov 10000 s
-1
, se skoraj vse makromolekule popolnoma 
orientirajo v smeri striga in upiranje toku se zmanjša na minimum. V tem območju 
viskoznost zato ponovno postane konstantna. Natančneje, polimeri, ki imajo razmerje med 
dolžino in širino vsaj 2000:1 pri najnižjem energijskem stanju tvorijo v raztopini številne 
zavoje in zavzemajo približno krožno obliko. Pri zadosti veliki koncentraciji, zadosti 
nizkih strižnih hitrostih in ustrezni vrednosti pH so polimeri med seboj tudi prepleteni. Z 
naraščanjem striga molekule postajajo bolj elipsoidne, se orientirajo po toku in postajajo 
manj prepletene (Mezger, 2011). 
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Slika 2: Viskoznost pri ničelnem strigu (1), regija strižnega redčenja (2) in viskoznost pri neskončnem strigu 
(3) psevdoplastičnih tekočin (prirejeno po Mezger, 2011). 
Dilatacijsko obnašanje imajo materiali, pri katerih viskoznost narašča z naraščanjem 
strižne obremenitve. Tudi raztopine polimerov lahko imajo dilatacijsko obnašanje, če gre 
za razvejane polimere, ki niso kemijsko povezani in se mehansko prepletajo. Dilatacijsko 
obnašanje je lahko odvisno od strižne napetosti ali časovno odvisno pri konstantni strižni 
napetosti. 
Plastični materiali so tisti, za katere je značilno, da stečejo šele, ko je presežena določena 
strižna napetost (plastična napetost). Pred to točko se material ne deformira, ali pa se zgodi 
samo elastična deformacija (Mezger, 2011). 
Obnašanje viskoelastičnih tekočin opisuje Maxwellov model. Pri delovanju konstantne sile 
se samo elastična komponenta v trenutku deformira do konstantne vrednosti. Šele nato se 
začne tudi deformacija viskozne komponente. Po delovanju sile ostanejo viskoelastične 
tekočine delno deformirane zaradi viskozne komponente, obseg ponovne vzpostavitve 
prvotne strukture pa je odvisen od elastične komponente. Proces je ireverzibilen, tudi po 
dolgem časovnem obdobju. Obnašanje viskoelastičnih trdnin opisuje Kelvin/Voigtov 
model. Pri delovanju konstantne sile se lahko obe komponenti viskoelastičnih trdnin 
deformirata samo istočasno in do enakega obsega. Zaradi tega se elastična komponenta ne 
more deformirati v trenutku. Zaradi prisotnosti elastične komponente ponovna 
vzpostavitev prvotne strukture ne poteče v trenutku. Po zadosti dolgem času je 
vzpostavitev prvotne strukture popolna, sistem se povrne v prvotno stanje, proces je 
reverzibilen (Mezger, 2011). 
2.1.1 Intrinzična viskoznost 
Intrinzično viskoznost ([η]) se določa v »idealno razredčeni raztopini«, ki ima dovolj 
majhno koncentracijo molekul polimera, da imajo te interakcije samo s topilom, c → 0. Pri 
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konstantni temperaturi je prispevek polimera k viskoznosti take raztopine odvisen od 
velikosti molekule in konformacije, ki jo zavzame (Kulicke in sod., 2004). 
[η] = limc→0  ηred = limc→0 
𝜂 − 𝜂0
𝜂0 ∗𝑐 
                                   … (1) 
Intrinzična viskoznost je povezana z molsko maso polimera. Vrednosti K in a sta pri 
določeni temperaturi konstantni za posamezen polimer. Eksperimentalno jih lahko 
določimo, če poznamo intrinzične viskoznosti ter molske mase polimera (Kulicke in sod., 
2004).  
[η] = KM
a     
                                                                                                                     ... (2) 
2.1.2 Rotacijski testi 
Za pridobivanje viskoznih krivulj smo v magistrskem delu pri konstantni temperaturi in 
tlaku uporabili rotacijski test z določeno strižno hitrostjo (test CSR). Pri testu so vzorci 
izpostavljeni različnim strižnim hitrostim (ali vrtilnim hitrostim), ki so smiselno določene v 
naprej, in jih nadzoruje reometer. Reometer pri izvajanju testa izmeri kolikšna strižna 
napetost je potrebna za doseganje določene strižne hitrosti vzorca in iz dobljenih podatkov 
izračuna viskoznost vzorca pri posamezni strižni hitrosti. 
Drugi način izvedbe rotacijskega testa je test z določeno strižno napetostjo (test CSS). Pri 
testu so v naprej določene strižne napetosti (ali navori) na vzorec in reometer meri strižno 
hitrost vzorca, ki je posledica delovanja strižne napetosti (Mezger, 2011). 
2.1.3 Oscilacijski testi   
Oscilacijski testi so namenjeni preučevanju vseh tipov viskoelastičnih materialov. 
Lastnosti viskoelastičnih materialov opisujemo z viskoznim (G'') in elastičnim modulom 
(G'). Elastični modul je merilo za shranjeno deformacijsko energijo, ki je posledica 
delovanja strižne deformacije, in prikazuje elastično obnašanje materiala. Deformacijska 
energija je v celoti na voljo in se porabi za delno ali celotno vzpostavitev prvotnega stanja. 
Viskozni modul je merilo za izgubljeno deformacijsko energijo, ki je posledica delovanja 
strižne deformacije. Ta energija se porabi za spremembo strukture materiala, ki vodi v 
relativne premike med molekulami in posledično nastalih sil trenja, zaradi katerih se 
sprosti toplota. Toplota segreje vzorec, ali pa se odda v okolje, na takšen način se ta 
energija izgubi. Proces deformacije je ireverzibilen (Mezger, 2011). 
2.1.4 Amplitudni test 
Amplitudni testi so oscilacijski testi, ki potekajo pri različnih amplitudah in konstantni 
frekvenci. Z drugimi besedami, kot premika merilnega sistema se povečuje, vsak 
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oscilacijski cikel pa poteka enako dolgo. V magistrskem delu smo izvedli teste pri v naprej 
določeni naraščajoči strižni deformaciji (ang. »strain seep«). Pri drugem načinu izvedbe 
testa je v naprej določen navor, ki narašča in povečuje amplitudo vsakega oscilacijskega 
cikla pri enaki frekvenci (ang. »stress sweep«). 
Pri nizkih amplitudah imajo viskoelastični materiali linearno viskoelastično območje 
(LVE), ki je odvisno od frekvence (s frekvenco se rigidnost veliko vzorcev veča in s tem 
sta elastični in viskozni modul višja). Viskozni in elastični modul imata v tem območju 
konstantno vrednost. V tem območju za elastični modul velja Hookov zakon in za viskozni 
modul velja Newtonov zakon. Pri gelih (viskoelastičnih trdninah), na primer med seboj 
prepletenih polimerih, v LVE območju prevladuje elastični modul nad viskoznim, kasneje 
pa se modula prekrižata v točki izenačitve modulov (ang. »točka Crossover«). Taki 
materiali imajo določeno trdnost in stabilnost, tudi, če gre za šibke gele. 
Pri viskoelastičnih tekočinah v območju LVE prevladuje viskozni modul nad elastičnim. 
Modula se pri teh materialih ne prekrižata. Primer takšnega materiala je raztopina 
polimerov, ki niso med seboj prepleteni. Tudi, če so materiali zelo viskozni, ampak nimajo 
kemijsko ali fizikalno vzpostavljene mreže bodo imeli takšno obnašanje. Taki materiali 
niso stabilni in tečejo, ampak lahko z zelo nizko hitrostjo. Točka, v kateri sta viskozni in 
elastični modul izenačena prikazuje območje, v katerem se material obnaša kot 
viskoelastična tekočina ali gel. Najpogosteje se amplitudni testi izvedejo izključno zato, da 
se določi območje LVE. Izven območja LVE se vzorci že ireverzibilno spremenijo ali celo 
popolnoma uničijo (Mezger, 2011). 
Točka, ki označuje konec območja LVE je »yield point« (Ty) in nastopi pri določeni strižni 
obremenitvi. Do te točke se ne zgodijo nobene signifikantne spremembe v strukturi 
materiala in so reverzibilne. Točka, v kateri se modula izenačita in v katerem geli stečejo 
se imenuje »flow point« (Tf). V tej točki se interna struktura poruši do te mere, da material 
steče. »Yield zone« je območje med obema točkama. V tem območju se material še vedno 
obnaša kot gel in še prevladuje elastični modul. Spremembe, ki se dogajajo so ireverzibilne 
in elastičnost začne padati. Flow transition index (FTI) je razmerje med točko, v kateri se 
konča linearno viskoelastično območje (Ty) in točko izenačitve modulov (Tf). Bližje kot je 
vrednost FTI vrednosti 1, bolj je material nagnjen krhkosti (ang. »brittle fractioning«) in ne 
razpada homogeno. Na kakšen način razpadajo materiali lahko vpliva tudi frekvenca. Pri 
višjih frekvencah so materiali lahko bolj rigidni in imajo večjo tendenco za tvorbo večjih 
razpok (Mezger, 2011). 
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Slika 3: Elastični in viskozni modul pri amplitudnem testu za viskoelastično trdnino (levo) in tekočino 
(desno) (prirejeno po: Mezger, 2011). 
2.1.5 Frekvenčni test 
Frekvenčni testi so oscilacijski testi, ki potekajo pri različnih frekvencah s konstantno 
amplitudo. S frekvenčnimi testi se analizira časovno odvisno deformacijsko obnašanje 
materialov. Kratkotrajno obnašanje se simulira z visokimi frekvencami. Dolgotrajno 
obnašanje se stimulira z nizkimi frekvencami. Pri teh testih je kot pri premiku merilnega 
sistema konstanten, se pa vsak oscilacijski cikel zgodi hitreje. V magistrskem delu smo 
izvedli test z v naprej določeno strižno deformacijo pri konstantni vrednosti. Drugi način 
izvedbe testa je z v naprej določeno strižno napetostjo. Pri tem načinu je oscilacija 
merilnega sistema posledica navora, ki na vzorec deluje s konstantno maksimalno 
vrednostjo. 
Pri stabilnih gelih intermolekularne sile ustvarjajo fizikalno tridimenzionalno mrežo. 
Zaradi teh interakcij pri teh sistemih v celotnem frekvenčnem območju prevladuje elastični 
modul. Krivulji modulov sta pogosto skoraj vzporedni premici, ki počasi naraščata 
(Mezger, 2011). 
2.2 LASTNOSTI POLI-γ-GLUTAMINSKE KISLINE (γ-PGA) 
Poli-gama-glutaminska kislina (γ-PGA) je naravni, anionski polielektrolit (Najar in sod., 
2015). Ta poli-aminokislina v naravi nima enotne molekulske mase. Najpogosteje je 
molekulska masa polimera med 10 in 1000 kDa (Hsueh in sod., 2017). Molekulska masa 
lahko pri B. methlythropicus celo presega 10000 kDA (Sirisansaneeyakul in sod., 2017). Je 
homo-poliamid D- in L-glutaminskih kislin. γ-PGA je lahko sestavljena iz izključno D- ali 
L-glutaminskih kislin, ali obeh monomernih enot hkrati. Delež D- in L- glutaminskih kislin 
v γ-PGA se med organizmi, ki ga izdelujejo zelo razlikuje. V polimeru monomerne enote 
glutaminske kisline povezuje amidna vez med γ-karboksilno in α-amino skupino. Zaradi te 
vezi je γ-PGA odporna proti razgradnjo s proteazami, ki cepijo α-amidno vez. Vse tri 
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različice so optično aktivni polimeri, ki imajo kiralni center v vsaki enoti glutamata. 
Popolnoma protonirana oblika γ-PGA ni topna v vodi, soli z različnimi kationi so 
popolnoma topne v vodi (Najar in sod., 2015). γ-PGA iz izključno L-glutaminskih kislin 
ima termoplastične lastnosti, če je liofilizirana do manj kot 5 % vode v celotni masi 
polimera (Ashiuchi in sod., 2013). 
 
Slika 4: Strukturna  formula γ-PGA (Ogunleye in sod., 2015). 
Viskoznost raztopine γ-PGA je odvisna od stopnje protonacije karboksilnih skupin, ki so v 
stranskih verigah polimera. Posledično hitro narašča v pH območju od 2,3 do 6 in narašča 
počasi v pH območju od 6 do 8. Pri nizkih vrednostih pH prevladuje protonirana oblika 
polimera (γ-PGA-H), ki zavzame konformacijo α-heliksa. Intramolekularne vodikove vezi 
so glavni vzrok, da polimer zavzame konformacijo α-heliksa. Pri visokih pH vrednostih 
prevladuje ionizirana oblika polimera (γ-PGA-), ki zavzame obliko naključne vijačnice. Pri 
visokih vrednostih pH so najbolj pomembne intermolekularne interakcije elektrostatskega 
odbijanja. Pri visokem pH se molekule med seboj tudi prepletajo, če je γ-PGA- prisotna v 
zadosti veliki koncentraciji. V vodni suspenziji zavzame γ-PGA-H s podolgovato obliko 
manjšo prostornino kot γ-PGA-, ki je sferične oblike. Z naraščanjem vrednosti pH se 
parcialna specifična prostornina molekul pomembno povečuje zaradi vezave molekul vode 
in ionov na ionizirane karboksilne skupine. To kaže na velike razlike v topnosti γ-PGA v 
odvisnosti od pH. Z višanjem pH vrednosti in koncentracije polimera v raztopini se manjša 
tudi sedimentacijski koeficient polimera, zaradi povečanega števila intermolekularnih 
interakcij (Wang in sod., 2017). 
2.3 SINTEZA POLI-γ-GLUTAMINSKE KISLINE (γ-PGA) 
Pri sintezi γ-PGA lahko celica uporabi glutamat, ki je nastal endogeno ali eksogeno 
(Ogunleye in sod., 2015). Ključni intermediat pri nastanku γ-PGA je α-ketoglutarat, ki je 
direktni prekurzor glutaminske kisline in se sintetizira po poti glikolize in cikla citronske 
kisline (Najar in sod., 2015). Glutamat dehidrogenaza je encim, ki katalizira nastanek L-
glutamata iz α-ketoglutarata. Za produkcijo je zelo pomemben tudi kisik, ki je potreben za 
regeneracijo NAD
+
 in ostalih elektronskih akceptorjev (Sirisansaneeyakul in sod., 2017). 
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Slika 5: Ključni prekurzorji in encimi, ki sodelujejo pri biosintezi γ-PGA  (Hsueh in sod., 2017). 
Poznani sta dve racemazi glutamata v B. subtilis, RacE (ima tudi oznako Glr) in YrpC  
(Candela in sod., 2006). RacE lahko sintetizira D-glutamat v kompleksnem in minimalnem 
gojišču, YrpC pa samo v minimalnem gojišču, ker se v kompleksnem ne izraža (Kimura in 
sod., 2004). γ-PGA-sintaza (Pgs) sintetizira γ-PGA v citoplazmi in ga preko membrane 
transportira ven iz celice (Candela in sod., 2006). Pri hidrolizi ATP, ki se porablja za 
reakcijo nastanka γ-PGA, nastane ADP, ne AMP. To nakazuje, da sinteza poteka na način 
ligacije amidov. Pgs se uvršča med amid ligaze Rossmannovega tipa, ki fosforilirajo C-
terminalni karboksilni ostanek polimera (Ashiuchi in sod., 2004). 
Pri B. anthracis so geni, ki kodirajo poliglutamat sintazo (Pgs) na plazmidu pXO2 (Najar 
in sod., 2015). Pri ostalih vrstah rodu Bacillus so ti geni na kromosomu. Pri B. anthracis 
imajo geni, ki kodirajo Pgs, oznako cap. Pri ostalih vrstah imajo geni, ki kodirajo Pgs 
oznako pgs (Ogunleye in sod., 2015). Geni cap in pgs so homologni (Buescher in sod., 
2007). Poznani so vsi geni, ki so vključeni v sintezo γ-PGA, niso pa popolnoma jasne 
funkcije vseh genov, ki sodelujejo pri sintezi (Hsueh in sod., 2017). Štirje geni kodirajo 
Pgs; pgsB (capB), pgsC (capC), pgsA (cap A) in pgsE (capE). Posamezen set genov je 
organiziran v operon (Candela in sod., 2006). Geni, ki kodirajo endo-γ-glutamil peptidazo 
PgdS, se nahajajo neposredno navzdol od operona pgsBCA v enaki orientaciji (Luo in sod., 
2016). 
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Slika 6: Geni, ki so pri različnih vrstah pomembni za nastanek γ-PGA (Bajaj in sod., 2011). 
Pgs lahko sprejme tako L- kot tudi D-glutaminsko kislino. Encimski kompleks je zelo 
hidrofoben in nestabilen (Buescher in sod., 2007). Pgs je membransko-vezan modularni 
encimski kompleks. PgsB je amid ligaza Rossmannovega tipa in ima konsenzno ATP-
vezavno sekvenco amid ligaz (GIRGKS) (Ashiuchi in sod., 2001; Ashiuchi in sod., 2013). 
PgsC je v močni interakciji s PgsB in in vivo omogoča ATP-azno funkcijo kompleksu. S 
tem omogoča polimerizacijo γ-PGA, česar PgsB sam ni zmožen (Ashiuchi in sod., 2001). 
Združeni PgsB, C in A imajo v primerjavi s posameznimi komponentami ali kombinacijo 
dveh komponent največjo ATP-azno aktivnost (Candela in sod., 2006). PgsA ima 
večinoma pozitivno nabite in hidrofobne aminokisline in ima funkcijo odstranitve 
rastočega polimera iz aktivnega mesta in transporta polimera skozi membrano (Ashiuchi in 
sod., 2001). PgsA mora biti v interakciji s PgsE, da ima aktivnost (Candela in sod., 2006). 
V in vitro pogojih so ugotovili, da so Mg
2+
 ioni nujno potrebni za delovanje encimskega 
kompleksa. Za sintezo dolgih molekul γ-PGA je pomembna tudi interakcija encimskega 
kompleksa z membrano. PgsB je v membrano pripet s kratko hidrofobno regijo pri N-
terminalnem delu. Prav tako je PgsC, ki je majhen hidrofoben protein, pripet v membrano. 
Medtem ko ima PgsA regijo za sidranje v membrano pri N-terminalnem delu in je skoraj v 
celoti na površini celice (Ashiuchi in sod., 2004). 
PgdS ima funkcijo sprostitve γ-PGA iz membrane (Ogunleye in sod., 2015). Avtorji so 
različno poročali, če lahko PgdS cepi γ-DL ali γ-DD vez (Ashiuchi in sod., 2003; Suzuki in 
sod., 2003). CapD, ki spada v družino γ-glutamil-transpeptidaz (Ggt), encimov z ekso-γ-
glutamil-peptidazno funkcijo, je odgovoren za kovalentno pritrditev γ-PGA na 
peptidoglikan (Ogunleye in sod., 2015). 
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Slika 7: Encimi, ki so vpleteni v sintezo γ-PGA in lokacija γ-PGA pri različnih vrstah rodu Bacillus. γ-PGA 
je kovalentno vezana pri B. anthracis in prosta pri ostalih vrstah rodu Bacillus (prirejeno po Ogunleye in 
sod., 2015). 
Predlagani mehanizem sinteze je naslednji: Prenos fosfatne skupine ATP na C-terminalno 
karboksilno skupino rastočega polimera in sprostitev nastalega ADP iz aktivnega mesta 
encima. Nastanek amidne vezi zaradi nukleofilnega napada amino skupine D- ali L-
glutaminske kisline na karboksilno skupino rastočega polimera. Ločitev γ-PGA iz 
encimskega kompleksa. Med sintezo ni nastajajoča γ-PGA nikoli kovalentno vezana v 
encimski kompleks (Candela in sod., 2006). 
 
Slika 8: Predlagani mehanizem sinteze γ-PGA (Candela in sod., 2006). 
2.4 REGULACIJA SINTEZE POLI-γ-GLUTAMINSKE KISLINE (γ-PGA) PRI RODU 
Bacillus 
Pomembno vlogo pri regulaciji sinteze γ-PGA ima sistem ComQXPA, ki na prehodu v 
stacionarno fazo rasti omogoča kompetenco. Pri visokih celičnih gostotah se fosforilira 
ComA in aktivira transkripcijo DegQ, ki poveča učinkovitost prenosa fosfatne skupine v 
dvokomponentnem sistemu DegS-U. Fosforiliran DegU je transkripcijski faktor, ki sproži 
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sintezo genov za sintezo γ-PGA (Hamoen in sod., 2003; Najar in sod., 2015). DegU se 
fosforilira tudi pri stiku s površino, ki ustavi gibanje bička (Cairns in sod., 2014). 
Pri regulaciji je pomemben tudi sigma faktor SigD (σ
D
), ki ima največjo aktivnost v 
logaritemski fazi rasti celic in na prehodu v stacionarno fazo rasti in je pozitivni regulator 
plavanja in kemotakse (Haldenwang in sod., 1995; Moch in sod, 2002). Med geni, ki jih 
pozitivno regulira σ
D
, so ojačevalci transkripcije, FlgL, FliT in FliD, ter represorja, MotA 
in MotB, sinteze γ-PGA. σ
D
 aktivira tudi transkripcijo PgdS, ki pomembno vpliva na 
zmanjšanje zunajcelične koncentracije γ-PGA. Pri mutanti sigD se γ-PGA akumulira 
najverjetneje ravno zaradi odsotnosti PgdS. Tudi pri defektu v genih fliF in fliG pride do 
povišanega izražanja γ-PGA, ker je takrat inhibiran σ
D
. Prepisovanje pgs posredno 
regulirata tudi CodY, ki je aktiven pri stradanju in Mfd, ki je s transkripcijo povezan faktor 
popravljanja DNA (Chan in sod., 2013). 
Fosforiliran DegU tudi sproži prepis anti-sigma faktorja FlgM, ki se veže na σ
D
 in prepreči 
njegovo aktivnost (Guttenplan in sod., 2013). Tudi fosforiliran Spo0A preprečuje izražanje 
genov pgs preko nepoznanega mehanizma (Yu in sod., 2016). 
 
 
Slika 9: Regulacija sinteze γ-PGA (Chan in sod., 2014). 
SwrA, ki je regulator rojenja, je tudi vključen v regulacijo sinteze γ-PGA (Najar in sod., 






prepis gena omogoča 
samo med rojenjem. SwrA je aktivator transkripcije sigD in je s tem v pozitivni povratni 
zanki preko promotorja, na katerega se veže σ
D
 (Patrick in sod., 2012). SwrA pri regulaciji 
sodeluje v povezavi tudi z dvokomponentnim sistemom DegS-DegU (Luo in sod., 2016). 
Učinek SwrA se pozna šele, ko je DegU-P prisoten v zadosti veliki koncentraciji (Osera in 
sod., 2009). Ob odsotnosti SwrA je DegU-P sam zadosten, da sproži prepis operona pgs. 
Kljub prepisu operona pgs pa ob odsotnosti SwrA ni sinteze γ-PGA (Oshawa in sod. 2009; 
Stanley in sod., 2005). Ker se ob odsotnem SwrA le malo zmanjša prepis gena pgsB, 
vseeno pa ni sinteze γ-PGA, najverjetneje deluje post-transkripcijsko (Stanley in sod., 
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2005). Kateri proces se zgodi je odvisno od stopnje fosforilacije DegU (Cairns in sod., 
2014). Nefosforiliran DegU sproži prepis genov za plavanje in kemotakso (Patrick in sod., 
2012). Pri srednji fosforiliranosti pride do nastanka biofilma. Pri visoki fosforiliranosti 
pride do sporulacije (Cairns in sod., 2014). 
2.5 BAKTERIJSKA PRODUKCIJA POLI-γ-GLUTAMINSKE KISLINE (γ-PGA) V 
TEKOČIH GOJIŠČIH 
Pri produkciji γ-PGA postane tekoče gojišče zelo viskozno, difuzija je počasnejša in 
zagotavljanje zadostne koncentracije kisika postane ključno (Sirisansaneeyakul in sod., 
2016). Glukoza in glutamat sta najboljša vira ogljika in dušika za produkcijo γ-PGA 
(Sirisansaneeyakul in sod., 2017). Prevelika koncentracija glukoze na začetku gojenja 
lahko vodi v prehitro razmnoževanje biomase in le malo povečano produkcijo γ-PGA (Yao 
in sod., 2010). Glicerol stimulira produkcijo γ-PGA in zmanjšuje molekulsko maso 
polimera. Manjša molekulska masa lahko bistveno spremeni viskoznost gojišča in še 
dodatno vpliva na povečano produkcijo (Bajaj in sod., 2011). pH optimumi za produkcijo 
γ-PGA se med sevi razlikujejo (Sirisansaneeyakul in sod., 2017). pH optimuma rasti 
biomase in privzema glutamata nista enaka. Pri dvostopenjskem procesu, kjer so pH 
najprej nastavili za optimalno rast biomase in kasneje za optimalni privzem glutamata iz 
gojišča, se je povečala produkcija γ-PGA in pretvorba glutamata v γ-PGA  (Wu in sod., 
2010). Pri sevih, ki ne potrebujejo glutamata v gojišču sta najpogosteje uporabljena  vira 
dušika amonijev sulfat in amonijev klorid, ki sta cenejša od kompleksnih virov dušika 
(Sirisansaneeyakul in sod., 2017). Tudi zvišanje koncentracije natrijevega klorida iz 0 na 4 
% lahko poveča molekulsko maso γ-PGA (Ogunleye in sod., 2015). Pri šaržnem načinu 
gojenja je molekulska masa γ-PGA največja na začetku gojenja zaradi encimov, ki 
razgrajujejo γ-PGA (Cromwick in sod., 1995). 
Do najvišje maksimalne koncentracije je γ-PGA med sevi, ki za produkcijo potrebujejo 
glutamat, v gojišču izdelal B. subtilis ZJU-7. Z visoko produktivnostjo 2.19 g/Lh je 
polimer izdelal do maksimalne koncentracije 101.1 g/L. Med sevi, ki za produkcijo ne 
potrebujejo glutamata, je γ-PGA do najvišje maksimalne koncentracije izdelal sev B. 
licheniformis TISTR 1010. S produktivnostjo 0,926 g/Lh je dosegel koncentracijo 39.9 
g/L. V obeh primerih so seva gojili na šaržni način z dohranjevanjem (Sirisansaneeyakul in 
sod., 2017). 
B. licheniformis A35 ima sposobnost sinteze γ-PGA v aerobnih pogojih in tudi med 
denitrifikacijo. Pri produkciji je med denitrifikacijo je nastalo največ 8 g/L γ-PGA (Cheng 
in sod., 1989). Da bi se izognili dodatku L-glutamata v gojišče so gojili B. subtilis ZJU-7 
skupaj s Corynebacterium glutamicum. B. subtilis ZJU-7, ki za produkcijo γ-PGA 
potrebuje glutamat v gojišču, je v takšni mešani kulturi lahko izdeloval polimer brez 
dodatka glutamata v gojišče (Luo in sod., 2016). 
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Z genskim inženiringom so uspeli produkcijo γ-PGA povečati več kot 10-krat. Inaktivirali 
so gene encimov, ki razgradijo γ-PGA in glutamat, gene ki kodirajo druge zunajcelične 
polimerne substance, gene ki so vpleteni v nastanek glutamina, gene ki vršijo racemizacijo 
glutamata in gene, ki vršijo oksidativno dekarboksilacijo α-ketoglutarata. Kljub 
izboljšavam rekombinantni sevi v produkciji niso uspeli prehiteti najboljših divjih tipov 
sevov, ne glede na to, če so za produkcijo γ-PGA potrebovali glutamat v gojišču ali ne. 
(Hsueh in sod., 2017). 
Sev B. velezensis NRRL- B 23189, smo si za primerjavo produkcije γ-PGA izbrali, ker se s 
koncentracijo 4,82 g/L γ-PGA pri šaržnem načinu gojenja uvršča med zelo dobre »od 
glutaminske kisline neodvisne producente« γ-PGA (Moraes in sod., 2012). Izbrali smo si 
tudi sev B. licheniformis ATCC 9945a, za katerega so avtorji različno poročali, če 
potrebuje glutamat v gojišču za sintezo γ-PGA (Kambourova in sod., 2001; Konglom in 
sod., 2012). V primerjavo smo želeli vključiti tudi seve, ki se ne uvrščajo med najboljše 
»od glutaminske kisline neodvisne producente« γ-PGA. Zato smo izbrali seva, B. 
licheniformis NCIMB 6346 in B. licheniformis NCIMB 9375 (Kambourova in sod., 2001). 
2.6 APLIKACIJE 
γ-PGA se lahko uporablja kot krioprotektant, zgoščevalec, prehranski dodatek za ljudi in 
živali, humektant, ki izboljša lastnosti kože in zmanjša gube. Pri nizkem pH učinkovito 
odstranjuje bazične barve. Lahko se uporablja kot vektor za tarčno dostavljanje zdravilnih 
učinkovin (Hsueh in sod., 2017). Lahko se uporablja v rizosferi za večjo biodostopnost 
kationov in deluje kot gnojilo. V prehranski industriji se γ-PGA lahko uporablja za 
povečanje viskoznosti tekoče hrane in izboljšanje teksture in okusa pečene, ocvrte in 
zmrznjene hrane in tekočin (Najar in sod., 2015). Esterski derivati se lahko uporabljajo kot 
biorazgradljivi nadomestki s termoplastičnimi lastnostmi (Hsueh in sod., 2017). 
Z združitvijo L-γ-PGA in heksadecil piridinijevega kationa (HDP+) so naredili ionski 
kompleks, ki so ga poimenovali PGAIC. Kompleks ima termoplastične lastnosti s talilno 
temperaturo (Tm) 60 °C in dekompozicijsko temperaturo (Td) je 210 °C. Zaradi prisotnosti 
HDP+ v materialu ima kompleks protimikrobno delovanje proti nekaterim bakterijam in 
glivam. PGAIC je dobro odporen na soli, kisline in baze. Poleg tipične ionske interakcije 
imajo verjetno vlogo pri solidifikaciji PGAIC tudi hidrofobne interakcije med obema 
molekulama. Za razliko od nekaterih materialov, ki so na osnovi γ-PGA, je PGAIC dobro 
topen v alkoholih (Ashiuchi in sod., 2013). 
V miših so v in vivo pogojih ugotovili, da lahko z visokomolekularno γ-PGA spodbudijo 
delovanje naravnih celic ubijalk (NK celice). Te celice so med drugim sposobne 
odstranjevati tumorje, ki ne izražajo molekul glavnega kompleksa histokompatibilnosti tipa 
1 (MHC-1 molekul) (Kim in sod., 2007). 
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Naredili so nanodelce iz γ-PGA in L-fenilalanina (γ-PGA-Phe NPs), ki so opravljali 
funkcijo transportnega sistema za specifično dostavljanje zdravil. Pri intravitrealni 
aplikaciji γ-PGA-Phe NPs, ki so vsebovali deksametazon, podganam, so ugotovili, da so 
pri različnih patoloških stanjih mrežnice primerni za imunosupresivno regulacijo vnetnih 
fagocitnih celic, ki povzročajo nevrodegenerativne poškodbe mrežnice. Z velikostjo 200 
nm so ti nanodelci preveliki, da bi vstopili v nepoškodovane celice in s tem omogočajo 
sproščanje zdravila v daljšem časovnem obdobju (Ogunleye in sod., 2015; Ryu in sod., 
2010). 
Iz γ-PGA in hitozana so naredili stabilen ionski kompleks, ki ima funkcijo pospeševanja 
celjenja ran. Funkcija γ-PGA v kompleksu je vzpostavitev hidrofilnega okolja, medtem ko 
hitozan privablja polimorfonuklearne celice. Material se je v epiteliju ranam bolje prilegal 
kot sam hitozan in se je po celjenju iz epitelija odstranil brez, da bi povzročal poškodbe 
obnovljenemu tkivu. Pri celjenju epitelija se je kolagen dobro organiziral in keratin je bil 
dobro integriran. Pri ustreznem razmerju γ-PGA v kompleksu so se tudi v mišicah pojavili 
zreli fibroblasti in organizirano vezivno tkivo (Tsao in sod., 2011). 
Posamezne verige γ-PGA so pripeli na poliamido amin ali polietilen imin in s tem pridobili 
razvejano molekulo, ki ima v primerjavi z γ-PGA več prostih amino funkcionalnih skupin. 
Molekule so razgradljive z lizosomskimi encimi in imajo intrinzično viskoznost, ki je 
približno za polovico nižja od molekule γ-PGA s podobno molekulsko maso (Tansey in 
sod., 2004). 
Z γ-PGA so prekrili superparamagnetne nanodelce železovega oksida z namenom, da bi 
razvili tehnologijo za preprečevanje zastrupitev s težkimi kovinami. Prekriti nanodelci so 
bili najbolj učinkoviti pri odstranjevanju svinca in so sposobnost odstranjevanja težkih 
kovin ohranili v pH območju tankega črevesa (Inbaraj in sod., 2012). 
Belkam, živečim v Evropi, se je absorbcija kalcija pomembno povečala že ob enkratnem 
hkratnem oralnem in intravenoznem vnosu raztopine γ-PGA. Relativno se je absorbcija 
kalcija najbolj povečala pri ženskah, ki so pred izvedbo testa imele najslabšo absorpcijo 
kalcija. γ-PGA najverjetneje poveča absorpcijo kalcija preko paracelularnega transporta, ki 
poteka vzdolž celotnega črevesja in prevladuje v ileumu (Tanimoto in sod., 2007). 
Natrijeva sol γ-PGA ima dobro krioprotektantsko aktivnost. Ta aktivnost je slabša od 
natrijeve soli glutamata in glukoze, ima pa manjši vpliv na spremembo okusa od pogosto 
uporabljenih nizkomolekularnih krioprotektantov, zato je potencialni nadomestek ostalim 
krioprotektantom v hrani (Najar in sod., 2015). 
γ-PGA so uporabili na enteričnih kapsulah, s katerimi so oralno dostavili inzulin. Kapsule 
iz gelatina so prekrili s hitozanom in γ-PGA. Kapsule, ki so bile prekrite s hitozanom in γ-
PGA, so bile bistveno bolj obstojne v širšem območju pH in so omogočale bolj tarčno 
izločanje inzulina. Kapsule so bile v želodcu nepoškodovane. Razpadle so in se vezale v 
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mukozni sloj v proksimalnem delu tankega črevesja in vstopale v sluznične celice. V 
podganah je imel s kapsulami dostavljen inzulin dober hipoglikemični učinek (Sonaje in 
sod., 2010). 
Največji problem pri aplikacijah predstavlja cena, ker je proizvodnja γ-PGA dražja od 
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije  
 10 x pufer PBS (Conda Pronadisa, Španija) 
 100 % glicerol (Kemika, Hrvaška) 
 96 % etanol (Honeywell, Reidel-de Haën, Nemčija) 
 Citronska kislina monohidrat (Merck, ZDA) 
 dekstroza (Sigma Aldrich, ZDA) 
 Natrijeva sol poli-L-γ-glutaminske kisline (Sigma Aldrich, ZDA) 
 NH4Cl (Sigma Aldrich, ZDA) 
 
3.1.2 Priprava gojišč 
Trdno gojišče LB: Gojišče je sestavljeno iz 1,0 % (w/v) triptona, 1,0 % (w/v) NaCl, 0,5 % 
(w/v) kvasnega ekstrakta in 1,5 % (w/v) agarja. Mešanico (Sigma Aldrich) smo raztopili v 
vodi ter avtoklavirali pri temperaturi 121 °C. 
Trdno gojišče LB Cm: Gojišče je sestavljeno iz 1,0 % (w/v) triptona, 0,5 % (w/v) kvasnega 
ekstrakta, 1,0 % (w/v) NaCl in 1,5 % (w/v) agarja. Mešanico (Sigma Aldrich) smo raztopili 
v vodi, avtoklavirali pri temperaturi 121 °C, ohladili v vodni kopeli ter dodali 5 µg/ml 
antibiotika kloramfenikol (Cm). Antibiotik kloramfenikol smo hranili v založni 
koncentraciji 10 mg/ml. V 0,2 l ohlajenega trdnega gojišča LB smo dodali 100 µl založne 
raztopine antibiotika kloramfenikola. 
Tekoče gojišče LB: Sestavljeno iz 1,0 % (w/v) triptona, 1,0 % (w/v) NaCl in 0,5 % (w/v) 
kvasnega ekstrakta. Mešanico (Sigma) smo raztopili v vodi ter avtoklavirali pri temperaturi 
121 °C. 
Modificirano tekoče gojišče MMS: Dekstroza: 40 g/L. Vir dušika in pufer: NH4NO3 
30mM, KH2PO4 10mM , Na2HPO4 x 2 H2O 40mM (NH4)2HPO4 20mM. Mikroelementi: 
CaCl2 x 2 H2O 7 µM, MnSO4 x H2O 10 µM, Na2EDTA x 2H2O 4 µM, MgSO4 x 7 H2O 
2,4 mM. Železo: FeSO4 x 7 H2O 8 µM. 
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Ločeno smo pripravili 2x koncentrirano raztopino glukoze, 2x koncentrirano raztopino 
virov dušika in pufrov, 1000x koncentrirano raztopino mikroelementov in 1000x 
koncentrirano raztopino železa. Vse komponente gojišča smo avtoklavirali pri temperaturi 
110 °C, izjema je raztopina železa, ki smo jo sterilno filtrirali. Vse komponente gojišča 
smo združili aseptično. 
3.1.3 Bakterijski sevi 
Uporabili smo mutanto seva B. subtilis PS-216 srf-cfp, z odpornostjo proti kloramfenikolu, 
iz zbirke na Katedri za mikrobiologijo, I2, pozicija 23. Mutante nismo uporabili za 
opazovanje srf (surfaktin) operona, zato tudi nismo uporabljali ciano fluorescenčnega 
proteina (cfp) za opazovanje mutant bakterij. Predvidevamo, da je bila z dodatkom cfp na 
surfaktinski operon sprožena drugačna mutacija, katere posledica je nenavadno 
proizvajanje velike količine γ-PGA. Mutacija ni opredeljena. Uporabili smo tudi 
bakterijski sev Bacillus licheniformis ATCC 9945A, Bacillus licheniformis NCIMB 6346, 
Bacillus licheniformis NCIMB 9375 in Bacillus velezensis NRRL-23189 (YM-10-20). 
3.2 METODE 
3.2.1 Gojenje sevov 
Mikrobno kulturo, ki je bila zamrznjena pri -80 °C, smo prenesli na LB agarsko ploščo. 
Celice so na agarskih ploščah rastle pri 37 °C. Za mutanto seva Bacillus subtilis PS-216 
srf-cfp, so te vsebovale še antibiotik kloramfenikol. Iz plošč smo nato eno kolonijo prenesli 
v tekoče gojišče LB, ki je zapolnjevalo četrtino erlenmajerice, in bakterije gojili 10 ur pri 
37 °C in 200 rpm. Iz tekočega gojišča LB smo v koncentraciji 0,1 % inokulirali MMS 
gojišče, ki je prav tako zapolnjevalo četrtino erlenmajerice. V modificiranem gojišču MMS 
smo bakterije gojili pri 37 °C in 200 rpm in gojenje različno ustavili glede na potrebe 
sledečih raziskovalnih postopkov. Pri izvajanju meritev optične gostote in reoloških testov 
na reometru po prekinjeni inkubaciji erlenmajeric nismo vračali na stresalnik. 
Zaradi nelinearne odvisnosti optične gostote od koncentracije bakterijskih celic smo za 
izračun OD650 nad 0,4 A.U. uporabili  formulo: 
f(x)= x
2
 – 0,0992x + 0,3417                                                                                           … (3) 
Formula je bila pridobljena z umeritvijo spektrofotometra na kulturo Bacillus subtilis v 
rabljenem kompetenčnem gojišču CM (Competence medium) (Špacapan, 2015). 
3.2.2 Izolacija γ-PGA 
Po gojenju smo mikrobni kulturi umerili pH na 3 z dodajanjem 2 M HCl, kar izdatno zniža 
viskoznost gojišča in olajša ločevanje celic od rabljenega gojišča (Do in sod., 2001). 
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Rabljeno gojišče s celicami smo nato centrifugirali 20 minut pri 10000 g in 15 °C. 10 mL 
supernatanta smo prenesli v trikratni volumen 96 % etanola, s temperaturo 4 °C. Po 
združitvi supernatanta z etanolom, smo vzorce rahlo premešali in jih 67 ur pustili na 4 °C, 
da se je γ-PGA oborila. Vzorce smo nato ponovno centrifugirali 20 min minut pri 10000 g 
in 15 °C. S pipetnimi nastavki različnih velikosti smo odstranili etanol in izolirani material 
sušili 24 ur pri 55 °C. Izolirani material smo shranjevali v temnem prostoru, v zaprtih 
mikrocentrifugirkah. 
3.2.3 Optimizacija produkcije γ-PGA 
Modificiranemu gojišču MMS smo ločeno dodali L-glutamat, glicerol, glukozo, citrat, 
amonijev klorid, ter amonijev klorid in glutamat skupaj. Glukozo smo dodali v 
koncentraciji 40 g/L. L-glutamat smo dodali v koncentraciji 50 g/L. Glicerol smo dodali v 
koncentraciji 40,8 g/L. Citrat smo dodali v koncentraciji 65,6 g/L in 0,5 g/L. Amonijev 
klorid smo dodali v koncentraciji 5,2 g/L. V vzorec, ki smo mu dodali L-glutamat in 
amonijev klorid, smo dodali L-Glutamat v koncentraciji 50 g/L in amonijev klorid v 
koncentraciji 5,2 g/L. Mikroorganizme smo gojili na način, ki je opisan v odstavku 
»gojenje mikroorganizmov«. Po 21-ih urah rasti celic v modificiranem gojišču MMS, smo 
vzorce dali na led in jim pomerili viskoznost na reometru. 
3.2.4 Reološke meritve  
Meritve smo izvajali z reometrom Anton Paar (Modular Compact Rheometer MCR 302), z 
merilnim sistemom stožec – plošča (CP-50). Merilni sistem je imel premer 50 mm in kot 
stožca 1 °. Temperatura merjenja je bila 20,00 ± 0,01 °C. Najmanjša razdalja med 
merilnim sistemom in površino za nanos vzorca je bila 0,102 mm, zato smo nanesli 
približno 600 µl vzorca. 
Rotacijski testi (meritve viskoznosti kot funkcija strižne hitrosti): Meritve viskoznosti 





 z logaritemskimi koraki v 31 točkah. Dolžina meritve pri prvi strižni hitrosti je 
bila 30 s ter pri zadnji 2 s. 
Za določitev intrinzične viskoznosti so bile meritve opravljene pri vzorcih s koncentracijo 
γ-PGA 1,75 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,5 mg/mL in 0,25 mg/mL. Te 
koncentracije γ-PGA so dovolj nizke, da ima raztopina newtonsko obnašanje. Material smo 
raztopili v 10 X pufru PBS, pri 55 °C, 10 minut. Meritve viskoznosti izolirane γ-PGA, v 
10-kratnem pufru PBS, smo opravili pri strižnih hitrostih od 10 s
-1
 do 1000 s
-1
, z 
logaritemskimi koraki v 21 točkah. Dolžina meritve pri prvi strižni hitrosti je bila 30 s ter 
pri zadnji 2 s. Vrednosti viskoznosti pri vseh strižnih hitrostih znotraj ene koncentracije γ-
PGA smo povprečili. Te vrednosti smo uporabili za izračun reducirane viskoznosti pri 
posamezni koncentraciji γ-PGA in po Hugginsovi enačbi določili intrinzično viskoznost. 
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Pri vsakem sevu smo izbrali 3 ali 4 ponovitve v času inkubacije, ko je bila viskoznost 
linearna. 
Za potrebe reoloških testov, s katerimi smo poskušali razložiti viskozno krivuljo pri sevu 
B. subtilis PS-216 srf-cfp, smo mikroorganizme gojili na način, ki je opisan v odstavku 
»gojenje mikroorganizmov«. Po 19-ih urah rasti celic v modificiranem gojišču MMS, smo 
prekinili inkubacijo, vzorce dali na led in pomerili pH. Po merjenju viskoznosti smo celice 
ločili od gojišča na enak način kot pri izolaciji EPS. Obema komponentama gojišča, 
celicam in supernatantu iz rabljenega gojišča, ki je vsebovalo tudi EPS, smo pred 
merjenjem na reometru spremenili pH na vrednost rabljenega gojišča po 19-ih urah 
gojenja. Vzorce smo ves čas trajanja poskusa hranili na ledu. 
Oscilacijski testi (meritve viskoelastičnosti): Amplitudne teste rabljenega gojišča in 
ločenih komponent smo izvedli pri strižni deformaciji (γ) od 0,5 do 1000 % z 
logaritemskimi koraki v 24 točkah in frekvenci 1 Hz. Dolžino meritve je reometer določal 
sam. Območje LVE in točko izenačitve modulov smo določili s programom Rheoplus, 
verzija /32 V3.62. Območje LVE in točko izenačitve modulov smo določili z odprtjem 
zavihka »Analysis«. Pri določanju območja LVE smo izbrali parameter glajenje krivulje v 
obsegu 5 % (ang. »curve smoothing range 5 %«) in izbrali način preračunavanja z 
dopuščanjem območja tolerance 10 % (ang. »leaving a tolerance band 10 %«). Za 
določanje točke izenačitve modulov smo izbrali način prekrižanja dveh y spremenljivk 
znotraj enega seta podatkov. Kot parameter smo izbrali vse točke prekrižanja. Vrednosti za 
območje LVE in točko izenačitve modulov smo določili za vsako tehnično ponovitev 
posebej in povprečje in standardni odklon izračunali iz treh tehničnih ponovitev pri eni 
biološki ponovitvi. Za vsako tehnično ponovitev smo iz vrednosti območja LVE in točke 
izenačitve modulov izračunali flow transition index (FTI) in te vrednosti povprečili pri eni 
biološki ponovitvi in jim izračunali standardni odklon. Iz vrednosti teh parametrov pri treh 
bioloških ponovitvah smo izračunali povprečje in standardni odklon. 
Frekvenčne teste rabljenega gojišča in ločenih komponent smo izvedli pri strižni 
deformaciji (γ) 1 %, z logaritemskimi koraki v 10 točkah in frekvenci od 0,1 Hz do 6,31 
Hz. Točko izenačitve modulov smo določili s programom Rheoplus, verzija  /32 V3.62, z 
odprtjem zavihka »Analysis«. Za določanje točke izenačitve modulov smo izbrali način 
prekrižanja dveh y spremenljivk znotraj enega seta podatkov. Kot parameter smo izbrali 
vse točke prekrižanja. Vrednosti za točko izenačitve modulov smo določili za vsako 
tehnično ponovitev posebej in povprečje in standardni odklon izračunali iz treh tehničnih 
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4.1 VISKOZNOST RABLJENIH PRODUKCIJSKIH GOJIŠČ γ-PGA ZNANIH 
PRODUCENTOV γ-PGA 
Predpostavili smo, da je γ-PGA glavni dejavnik viskoznosti v rabljenem produkcijskem 
gojišču γ-PGA. Zato smo izmerili viskoznost takih gojišč pri izbranih znanih producentih 
γ-PGA in jo primerjali z viskoznostjo rabljenega produkcijskega gojišča γ-PGA mutante 
seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. Pri rabljenih gojiščih je bila povprečna vrednost pH vseh 
sevov v območju od 5,96 do 6,94. Relativna standardna deviacija za te vrednosti ni 
presegla 7 %. Pri takih vrednostih pH prevladuje ionizirana oblika γ-PGA, ki bistveno 
prispeva k viskoznosti gojišča, kljub ionom v gojišču, ki senčijo naboj na polimeru. Z 
razlikami v vrednosti pH rabljenih gojišč ni mogoče razložiti razlik v njihovih 
viskoznostih, saj se v tem območju pH viskoznost pri isti koncetraciji γ-PGA razlikuje 
samo za 10 % (Do in sod., 2001). Pri vseh analiziranih sevih je imelo rabljeno gojišče s 
celicami psevdoplastične lastnosti. Slika 10 prikazuje, da je rabljeno gojišče mutante B. 
subtilis PS-216 srf-cfp dosega najvišje viskoznosti, kar nakazuje na najvišjo koncentracijo 
γ-PGA. Hkrati lahko tudi opazimo, da najvišje viskoznosti ne nastopajo vedno po istem 
času gojenja pri vseh sevih, kar nakazuje, da je za primerjavo maksimalne količine 
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Slika 10: Viskoznost rabljenega gojišča mutante B. subtilis PS-216 srf-cfp (A), B. velezensis NRRL B – 
23189 (B), B. licheniformis NCIMB 6346 (C), B. licheniformis ATCC 9945a (D) in B. licheniformis NCIMB 
9375 (E) po različnih časih inkubacije pri različnih strižnih hitrostih. Prikazani časi niso povsem enaki pri 
vseh sevih, izbrani so bili tako, da prikazujejo časovno območje najvišje viskoznosti. Zaradi preglednosti so 
viskozne krivulje prikazane pri štirih od enajstih izmerjenih časovnih točkah. Prikazane so vrednosti 
povprečja treh ali štirih bioloških ponovitev in standardni odklon teh bioloških ponovitev. Prikazane 
vrednosti gojišča MMS niso časovno odvisne. 
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4.2 KORELACIJA MED VISKOZNOSTJO RABLJENEGA PRODUKCIJSKEGA 
GOJIŠČA γ-PGA, BIOMASO TER KOLIČINO γ-PGA  
Viskoznost rabljenega gojišča ni samo funkcija koncentracije γ-PGA. K njej lahko 
prispevajo tudi druge komponente v gojišču, na primer drugi zunajcelični polimeri, celice 
in tudi velikost polimerov. Viskoznost psevdoplastičnih tekočin je funkcija tudi strižne 
hitrosti in zato ni vseeno, pri kateri strižni hitrosti primerjamo viskoznosti. γ-PGA smo 
izolirali in izolirane količine primerjali z viskoznostjo pri nizki strižni hitrosti 1 s
-1
 ter 
visoki strižni hitrosti 1000 s
-1
. Da bi razumeli, v kateri rastni fazi se proizvede največ γ-
PGA smo rabljenim gojiščem hkrati izmerili tudi optično gostoto. Pri izolaciji celotnih 
izvenceličnih polimernih substanc (EPS) je Juršič (2017) ugotovil, da v izoliranem 
materialu prevladuje γ-PGA. Uporabili so enak postopek izolacije, ampak brez zakisanja 
pred centrifugiranjem. Na sliki 11 so prikazane viskoznosti, koncentracije γ-PGA in 
optične gostote rabljenega gojišča vseh testiranih sevov v časovnem obdobju gojenja od 14 
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Slika 11: Koncentracija γ-PGA (△), optična gostota (о) in viskoznost rabljenega gojišča mutante B. subtilis 
PS-216 srf-cfp (●), B. velezensis NRRL B – 23189 (●), B. licheniformis NCIMB 6346 (●), B. licheniformis 
ATCC 9945a (●) in B. licheniformis NCIMB 9375 (●) po 14-ih do 24-ih urah gojenja pri strižni hitrosti 1 s-1 
(levo) in 1000 1s-1 (desno). Za vsak sev je prikazana ena izmed treh ali štirih kvantitativno in kvalitativno 
primerljivih bioloških ponovitev. Ocena za napako je ocenjena iz dveh tehničnih ponovitev. Koncentracija γ-
PGA pri sevu B. licheniformis NCIMB 9375 ni prikazana, ker je pri tem sevu nismo uspeli izolirati γ-PGA. 
Pri sevih B. licheniformis NCIMB 6346 in B. licheniformis ATCC 9945a sta bili izmerjeni viskoznost in 
optična gostota rabljenega gojišča tudi v času 9 do 13 ur gojenja. V tem času sta viskoznost in optična gostota 
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Kot najboljši producent γ-PGA se kaže mutanta B. subtilis PS-216 srf-cfp, kar je še bolje 
razvidno, če rezultate viskoznosti in konctrecije izoliranega γ-PGA med različnimi sevi 
združeno prikažemo (Slika 12). To velja le, če smo pri vseh sevih zajeli v analizo obdobje 
rasti, ko je količina γ-PGA maksimalna, kar smo zagotovili s spremljanjem viskoznosti in 
koncentracije γ-PGA v daljšem časovnem obdobju. Če prenehamo z inkubacijo producenta 
prezgodaj, donos ne bo maksimalen, če prenehamo prepozno, se lahko količina γ-PGA 
zmanjša. B. subtilis lahko v pozni stacionarni fazi γ-PGA tudi razgradi, pri čemer se 
molekuli γ-PGA zmanjša molekulska masa (Meissner in sod., 2017). 
 
Slika 12: Viskoznost rabljenih gojišč po različnih časih gojenja za mutanto B. subtilis PS-216 srf-cfp (●) in 
sev B. velezensis NRRL B – 23189 (●), B. licheniformis NCIMB 6346 (●), B. licheniformis ATCC 9945a (●) 
in B. licheniformis NCIMB 9375 (●) in viskoznost gojišča MMS (о) pri strižni hitrosti 1000 1s-1. Za sev B. 
subtilis PS-216 srf-cfp so prikazane vrednosti povprečja štirih bioloških ponovitev in standardni odklon teh 
bioloških ponovitev. Za ostale seve so prikazane tri biološke ponovitve in standardni odklon teh ponovitev. 
Prikazane vrednosti gojišča MMS niso časovno odvisne (levo). Masa izoliranega materiala za mutanto B. 
subtilis PS-216 srf-cfp (●) in sev B. velezensis NRRL B – 23189 (●), B. licheniformis ATCC 9945a (●) in B. 
licheniformis NCIMB 6346 (●). Za sev B. subtilis PS-216 srf-cfp so prikazane vrednosti povprečja štirih 
bioloških ponovitev in standardni odklon teh bioloških ponovitev. Za ostale seve so prikazane tri biološke 
ponovitve in standardni odklon teh ponovitev. Prikazane vrednosti gojišča MMS niso časovno odvisne 
(desno). Pri sevih B. licheniformis NCIMB 6346 in B. licheniformis ATCC 9945a sta bili izmerjeni 
viskoznost in optična gostota rabljenega gojišča tudi v času 9 do 13 ur gojenja. V tem času sta viskoznost in 
optična gostota gojišča naraščali in nista presegli vrednosti viskoznosti in optične gostote v času 14 do 24 ur 
(podatki niso prikazani). 
Mutanta seva B. subtilis PS-216 srf-cfp je v povprečju proizvedla največ γ-PGA, (4,1 ± 
0,5) g/L. Maksimalno produkcijo je dosegla po 20-ih urah inkubacije. Prav tako je v 
povprečju imelo po 20-ih urah inkubacije rabljeno gojišče mutante B. subtilis PS-216 srf-
cfp največjo viskoznost v primerjavi z ostalimi sevi pri vseh strižnih hitrostih. Pri strižni 
hitrosti s
-1
 je bila viskoznost v povprečju (2,3 ± 0,3) Pas. Pri strižni hitrosti 1000 s
-1
 je bila 
viskoznost v povprečju (0,032 ± 0,001) Pas. V naslednjih štirih urah koncentracija γ-PGA 
ni naraščala in tudi viskoznost gojišča je ostala konstantna. Najmanj viskozno je bilo 
rabljeno gojišče s celicami B. licheniformis NCIMB 9375, iz tega gojišča tudi nismo uspeli 
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licheniformis NCIMB 6346, B. velezensis NRRL B – 23189, in B. licheniformis ATCC 
9945a. Sveže pripravljeno gojišče MMS izpostavljeno izolacijskemu postopku ni dalo 
merljive količine oborine, kar kaže, da izolirani material iz rabljenega gojišča ne vsebuje 
bistvene količine komponent svežega gojišča. Ujemanje med maso izolirane γ-PGA ter 
viskoznostjo je veliko, razen pri sevu B. licheniformis NCIMB 6346, pri kateremu smo 
izolirali primerljivo količino γ-PGA kot pri sevu B. licheniformis ATCC 9945a, čeprav je 
bila viskoznost rabljenega gojišča slednjega nižja. 
Časovna dinamika produkcije γ-PGA kaže na veliko korelacijo med izolirano γ-PGA in 
viskoznostjo rabljenega gojišča ter optično gostoto rabljenega gojišča. Da bi korelacijo 
lahko bolje ovrednotili, smo primerjali koncentracijo izolirane γ-PGA z viskoznostjo 
rabljenega gojišča, viskoznost rabljenega gojišča z optično gostoto in koncentracijo 
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Slika 13: Korelacija med viskoznostjo rabljenih produkcijskih gojišč γ-PGA in v njih določeno koncentracijo 
γ-PGA pri strižni hitrosti 1 s-1 (A) in strižni hitrosti 1000 s-1 (B). Korelacija med viskoznostjo rabljenih 
produkcijskih gojišč γ-PGA in optično gostoto teh gojišč pri strižni hitrosti 1 s-1 (C) in strižni hitrosti 1000 s-1 
(D). Korelacija med koncentracijo γ-PGA in optično gostoto produkcijskega gojišča γ-PGA (E). Točke v 
grafu pri analiziranih sevih predstavljajo posamezne meritve iz različnih bioloških ponovitev. Izmerjene so 
bile po 14-ih do 24-ih urah gojenja. Rezultati so prikazani za mutanto B. subtilis PS-216 srf-cfp (о), B. 
velezensis NRRL B – 23189 (о), B. licheniformis NCIMB 6346 (о), B. licheniformis ATCC 9945a (о), B. 
licheniformis NCIMB 9375 (о). 
Pri večjih strižnih hitrostih ima viskoznost večjo korelacijo s koncentracijo γ-PGA. Pri 
strižni hitrosti 1 s
-1
 je Pearsonov korelacijski koeficient 0,85, medtem ko je pri strižni 
hitrosti 1000 s
-1
 korelacijski koeficient nekoliko višji, 0,91, kar kaže na visoko stopnjo 
korelacije. Poleg tega lahko opazimo, da linearni model v območju nizkih koncentracij γ-
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PGA za viskoznost pri strižni hitrosti 1 s
-1
 močno podceni viskoznost, oziroma ji celo 
pripiše negativno vrednost. Za primerjavo produkcije γ-PGA med sevi s pomočjo 
viskoznosti rabljenega gojišča, je zato bolje uporabiti vrednosti pri visokih strižnih 
hitrostih. Korelacija med koncentracijo γ-PGA ali viskoznostjo in koncentracijo celic za 
izbrane seve je zanemarljiva (slika 13). 
γ-PGA, izolirana iz različnih sevov, se lahko razlikuje tudi po velikosti, torej po 
molekulski masi. Intrinzična viskoznost korelira z molekulsko maso polimera. Zato imajo 
polimeri iste vrste različno intrinzično viskoznost, če so različno veliki. Izoliranemu 
materialu smo določili intrinzične viskoznosti (Tabela 1). 
Preglednica 1: Intrinzične viskoznosti izolirane γ-PGA v dL/g.  
BAKTERIJSKI SEV INTRINZIČNA VISKOZNOST [ dL/g ] 
B. licheniformis 6346 (●) 3,1 ± 0,4 
B. licheniformis 9945a (●) 2,4 ± 0,1 
B. subtilis PS-216 srf-cfp (●) 2,3 ± 0,6 
B. velezensis NRRL B – 23189 (●) 2,1 ± 0,5 
Največjo intrinzično viskoznost γ-PGA, (3,1 ± 0,4) dL/g, smo določili pri B. licheniformis 
NCIMB 6346. Sledile so intrinzične viskoznosti B. licheniformis ATCC 9945a, (2,4 ± 0,1) 
dL/g, mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp, ( 2,3 ± 0,6 ) dL/g in B. velezensis NRRL B – 
23189, (2,1 ± 0,5) dL/g, med katerimi ni bilo bistvenih razlik. 
4.3 VISKOELASTIČNI PRISPEVKI POSAMEZNIH KOMPONENT RABLJENEGA 
PRODUKCIJSKEGA GOJIŠČA γ-PGA 
Želeli smo prikazati prispevek γ-PGA in celic k viskoznosti rabljenega gojišča mutante 
seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. S centrifugiranjem smo gojišče ločili na  celice v peletu in 
γ-PGA v supernatantu. Za izvedbo meritev smo celice resuspendirali v ustrezni 
koncentraciji svežega gojišča MMS, tako da je bila koncentracija celic enaka koncentraciji 
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Slika 14: Viskoznost rabljenega gojišča (●), rabljenega gojišča brez celic (●), celic ponovno resuspendiranih 
v svežem gojišču (●), seštevka posameznih komponent (-) in gojišča MMS (о) po 19 h inkubacije za mutanto 
seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. Prikazane so povprečne vrednosti treh tehničnih ponovitev pri eni izmed treh 
bioloških ponovitev, ki so med seboj kvantitativno in kvalitativno primerljive. Za tehnične ponovitve je 
prikazan tudi standardni odklon. 
Seštevek viskoznosti ločenih celic in supernatanta z γ-PGA se pri nizkih strižnih hitrostih 
ni približal viskoznosti rabljenega gojišča, nasprotno se je pri visokih strižnih hitrostih 
seštevek dobro približal viskoznosti rabljenega gojišča. Pri strižni hitrosti 1 s
-1
 je seštevek 
viskoznosti ločenih komponent v povprečju dosegel 33 ± 2 % vrednosti viskoznosti 
rabljenega gojišča. Pri strižni hitrosti 1000 1s
-1
 je seštevek ločenih komponent v povprečju 
dosegel 94 ± 3 % vrednosti viskoznosti rabljenega gojišča. To nakazuje, da je pri nizkih 
strigih prisotna fizična interakcija med celicami in γ-PGA, ki se z višanjem striga poruši. 
Tudi ločene celice so imele psevdoplastično obnašanje (slika 14). 
Z amplitudnim in frekvenčnim testom smo želeli prikazati viskoelastične lastnosti 
rabljenega gojišča mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. Tudi za izvedbo teh testov smo 
s centrifugiranjem gojišče ločili na celice v peletu, ki smo jih naknadno resuspendirali v 
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Slika 15: Viskozni in elastični modul rabljenega gojišča (●), rabljenega gojišča brez celic (●), celic ponovno 
resuspendiranih v svežem gojišču MMS (●) in svežega gojišča MMS (о) za mutantno seva B. subtilis PS-216 
srf-cfp pri amplitudnem testu, po 19-ih urah inkubacije. Leva puščica prikazuje linearno viskoelastično regijo 
(LVE), desna puščica prikazuje točko, v kateri se modula križata. Prikazana je povprečna vrednost in 
standardni odklon treh tehničnih ponovitev pri eni izmed treh kvalitativno in kvantitativno primerljivih 
bioloških ponovitvah. 
Samo pri rabljenem gojišču ima elastični modul do določene strižne deformacije večjo 
vrednost od viskoznega modula. Pri dovolj veliki strižni deformaciji, se modula po 
velikosti zamenjata in prevladuje viskozni modul. LVE razpon na Sliki 15 sega do strižne 
deformacije 53 ± 2 %. Vrednost točke izenačitve modulov se nahaja pri strižni deformaciji 
150 ± 20 %. Vrednost FTI je 0,4 ± 0,1. Povprečja viskoelastičnih parametrov treh 
bioloških ponovitev se nahajajo v tabeli 2. 
Preglednica 1: Vrednosti LVE, točke izenačitve modulov pri amplitudnem testu, FTI amplitudnega testa ter 
točke izenačitve modulov pri frekvenčnem testu. 
BIOLOŠKA 
PONOVITEV 








1.  53 ± 0 130 ± 20 0,4 ± 0,1 0,17 ± 0,01 
2.  53 ± 2 150 ± 20 0,4 ± 0,1 0,10 ± 0,07 
3.  53 ± 1 120 ± 20 0,6 ± 0,1 0,24 ± 0,10 
POVPREČJE 53 ± 0 130 ± 20 0,5 ± 0,1 0,17 ± 0,07 
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Slika 16: Elastični in viskozni modul pri frekvenčnem testu za rabljeno gojišče (●), rabljeno gojišče brez 
celic (●), celice ponovno resuspendiranih v svežem gojišču (●) in sveže gojišče MMS (о)  pri mutantni seva 
B. subtilis PS-216 srf-cfp, po 19-ih urah inkubacije. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon 
treh tehničnih ponovitev pri eni izmed treh kvantitativno in kvalitativno primerljivih bioloških ponovitvah. 
Pri rabljenem gojišču mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp imata v začetku upoštevajoč 
napako oba modula približno enako vrednost. Pri na sliki prikazani frekvenci (0,24 ± 0,10) 
Hz se modula prekrižata in elastični modul ima večjo vrednost. Pri ločenih komponentah 
ima pri vseh izmerjenih frekvencah večjo vrednost viskozni modul. Ker se material ne 
deformira ireverzibilno, z naraščanjem frekvence naraščata tudi modula. Z naraščanjem 
frekvence se material več ne uspe relaksirati in za enak raztezek je potrebno porabiti vedno 
več energije. Pri rabljenem gojišču modula najpočasneje naraščata, ker se to bolj upira 
delovanju sile kot ločeni komponenti. To prikazuje elastično komponento tako rabljenega 
gojišča, kot tudi ločenih komponent. Ker se posamezni komponenti manj relaksirata kot 
original je naklon naraščanja modulov pri njiju strmejši. Hitrejša relaksacija rabljenega 
gojišča potrjuje večjo elastično komponento, ki je posledica mreže γ-PGA, celic in ostalih 
polimerov, v primerjavi s posameznima komponentama. Razlike v rezultatu frekvenčnega 
testa rabljenega gojišča v primerjavi s posameznima komponentama kažejo na neko 
drugačno strukturo, ki je ločeni komponenti ne premoreta (slika 16). Naraščanje 
viskoznega modula pri vodi, ki je sicer Newtonska tekočina, si razlagamo s pojavom 
vrtinčenja, ki lahko nastane pri visokih frekvencah oscilacije pri tekočinah z nizko 
viskoznostjo. Ker so viskozni moduli drugih vzorcev bistveno večji, sklepamo, da je 
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4.4 VPLIV DODANIH HRANIL V PRODUKCIJSKEMU GOJIŠČU γ-PGA NA 
KOLIČINO γ-PGA 
Za analizo vpliva dodatnih hranil na produkcijo γ-PGA smo si izbrali 21-urno inkubacijo, 
saj je pri nespremenjenem γ-PGA gojišču maksimalna produkcija γ-PGA dosegla po 20-ih 




Slika 17: Viskoznost rabljenega gojišča MMS (●) mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp, viskoznost 
rabljenega gojišče MMS z dodanim glutamatom (●), glukozo (●), glicerolom (●), citratom, 0,5 g/L (●) 
NH4CL (●), NH4CL in glutamatom (●) in viskoznost svežega gojišča MMS (о) pri različnih strižnih hitrostih, 
po 21-ih urah gojenja. Z izjemo citrata so bili viri ogljika gojišču MMS dodani v takšni koncentraciji, da so 
bili po masi ogljika izenačeni z maso ogljika v obliki glukoze v gojišču MMS. NH4CL je bil dodan v takšni 
koncentraciji, da je bil po masi dušika izenačen z maso dušika, ki je v amonijevem nitratu. Prikazane 
povprečne vrednosti in vrednosti standardnega odklona so bile izračunane iz treh bioloških ponovitev. 
Najvišjo viskoznost je pri vseh strižnih hitrostih v povprečju doseglo gojišče MMS, ki mu 
je bil dodan L-glutamat, (0,059 ± 0,004) Pas pri strižni hitrosti 1000 s
-1
 (slika 17). To 
gojišče je v povprečju in tudi pri vsaki biološki ponovitvi imelo najnižjo optično gostoto 
(tabela 2). Pri visokih strižnih hitrostih je drugo najvišjo viskoznost doseglo gojišče MMS, 
ki sta mu bila dodana L-glutamat in NH4CL, sledilo je gojišče z glicerolom in 
nespremenjeno gojišče MMS. Viskoznosti gojišč, ki sta jima bila dodana glukoza in NH4Cl 
v povprečju nista presegli viskoznosti gojišča MMS pri nobeni strižni hitrosti. V gojišču, ki 
smo mu dodali citrat, se inokulirana biomasa ni pomnoževala, če smo ga dodali v takšni 
koncentraciji, da je bila masa ogljika v citratu izenačena masi ogljika v gojišču MMS . 
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Preglednica 2: Optična gostota izmerjena pri 650 nm gojišča MMS in gojišča MMS z dodanimi hranili v 
A.U. 
DODATNO HRANILO OPTIČNA GOSTOTA 
gojišče MMS (kontrola) (●) 5,8 ± 0,8 
+glutamat (●) 3,9 ± 0 
+glukoza (●) 5,6 ± 0,6 
+glicerol (●) 5,3 ± 0,2 
+ citrat, 0,5 g/L (●) 5,3 ± 0,2 
+NH4Cl (●) 5,9 ± 0,3 
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S koncentracijo (4,1 ± 0,5) g/L poli-γ-glutaminske kisline (γ-PGA) in viskoznostjo (0,032 
± 0,001) Pas je bila mutanta B. subtilis PS-216 srf-cfp v produkcijskem gojišču, ki ne 
vsebuje glutamata, pri šaržnem načinu gojenja, najboljši producent med vsemi izbranimi 
»od glutaminske kisline neodvisnimi« sevi. Prednost naše raziskave je, da so sevi testirani 
pod istimi pogoji gojenja, saj tega sicer v literaturi ne najdemo. Zato ne preseneča 
odstopanje naših meritev za vsebnost γ-PGA od  meritev drugih. Npr. največja produkcija  
B. velezensis NRRL B – 23189 je v naše primeru bila (1,2 ± 0,2) g/L γ-PGA, kar je precej 
manj kot maksimalnih 4,82 g/L γ-PGA, kot so poročali Moraes in sod., (2012). Slednji so 
uporabili 100-krat večji inokolum, s katerem se lahko v produkcijsko gojišče prenese tudi 
veliko hranil iz kompleksnega gojišča. Poleg drugačnega gojišča, smo mi ta sev gojili pri 
temperaturi, ki je bila višja za približno 10 °C. 
Pokazali smo, da ima viskoznost rabljenega gojišča zelo visoko stopnjo korelacije s 
koncentracijo γ-PGA predvsem pri visokih strižnih hitrostih, medtem ko je korelacija z 
viskoznostjo izmerjeno pri nižjih strižnih hitrostih slabša. Da bi bolje razumeli ta pojav, 
moramo razumeti izmerjene reološke tokovne krivulje (viskoznost v odvisnosti od strižne 
hitrosti). Predpostavimo, da so v tekočem gojišču bakterije vpete v mrežo molekul γ-PGA. 
Mreža predstavlja povezanost čez daljše razdalje, zato je viskoznost v takem sistemu 
precej višja, kot če teh povezav ne bi bilo. Ker ne gre za trdne povezave (šibke interakcije 
in nekovalentne vezi) med celicami in verigami γ-PGA se te ob povečanem strigu začnejo 
trgati oz. ravnati glede na smer toka. Tako pri nizkih strižnih hitrostih k viskoznosti 
prispevajo tudi interakcije med molekulami γ-PGA in vpetost celic v mrežo iz molekul γ-
PGA, medtem ko pri visokih strižnih hitrostih k viskoznosti prispeva predvsem prisotnost 
molekul γ-PGA. V skladu s tem je naše opažanje, da se pri nizkih strižnih hitrostih 
seštevek vrednosti viskoznosti ločenih komponent ni približal vrednosti viskoznosti 
rabljenega gojišča, medtem ko se je seštevek skoraj do potankosti ujemal pri visokih 
strižnih hitrostih. Ko smo ponovno izvedli enako reološko meritev pri istem vzorcu 
rabljenega gojišča po nekaj sekundah, se mu viskoznost ni spremenila (Priloga A1). To 
nakazuje, da se mehanske interakcije porušijo le začasno in se vzpostavijo nazaj. Da so 
celice trdno vpete v mrežo γ-PGA nakazuje tudi dejstvo, da jih nismo mogli ločiti od 
gojišča samo s centrifugiranjem in je zato bilo potrebno znižati pH v bližino vrednosti pKa 
za γ-PGA (pKaγ-PGA= 2,6). S tem smo dosegli da imajo molekule γ-PGA, manj negativnega 
naboja in s tem med njimi prihaja do zmanjšanega elektrostatskega odbijanja in s tem 
prepletanja verig (Wang in sod., 2017). Prav tako se zniža zeta potencial celic (Do in sod., 
2001), kar vodi do zmanjšanega negativnega naboja na površini celic. Celice zato lažje 
agregairajo, kar posledično pomeni prostorsko segregacijo in izločitev iz mreže. Pri ločitvi 
gojišča na posamezni komponenti in kasnejši združitvi posameznih komponent, se mreža 
med γ-PGA in celicami ni več sestavila v prvotno stanje (Priloga A2), saj se viskoznost 
ponovno združenih komponent ni izenačila z viskoznostjo rabljenega gojišča, kar nakazuje, 
da celic ne moremo ponovno vgraditi v mrežo na preprost način. Zaradi znižanja vrednosti 
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pH gojišča pri ločevanju komponent bi lahko tudi razpadle oz. se spremenile nekatere 
komponente rabljenega gojišča, ki poleg γ-PGA in celic pripomorejo k strukturiranju 
mreže, kot npr. proteini. 
V skladu z mrežnim modelom so tudi rezultati oscilacijskih reoloških testov. Pri 
amplitudnem testu samo pri rabljenem gojišču do določene strižne deformacije prevladuje 
elastični modul nad viskoznim modulom, ker ima rabljeno gojišče zaradi mreže iz celic in 
γ-PGA lastnosti gela. Ta nastane zgolj, če ima mreža dovolj velik prostorski domet in 
stabilnost. Takoj po območju LVE, v »yield zone«, še vedno prevladuje elastični modul, 
ker se prekinejo samo posamezne interakcije in rabljeno gojišče se še vedno obnaša kot 
gel. V točki križanja modulov se prekine toliko interakcij, da se mreža iz celic in molekul 
γ-PGA raztegne do te mere, da se vzorec potem obnaša kot viskoelastična tekočina. Tudi 
vrednost FTI kaže, da vzorci rabljenega gojišča razpadajo homogeno ter postopoma, zato 
ne preseneča, da se je pri ponovnem testiranju istega vzorca rabljenega gojišča razmerje 
med moduloma ohranilo. Po drugi strani imajo ločene celice in γ-PGA lastnosti 
viskoelastične tekočine, zato prevladuje viskozni modul pri vseh strižnih deformacijah, kar 
nakazuje na sicer povezanost v sistemu, ki pa je kratkosežna in šibka. Po ponovnem 
združenju ločenih celic in γ-PGA v supernatantu in takojšnjemu ponovljenemu 
amplitudnemu testu, pa je bil elastični modul nižji kot viskozni modul (Priloga A3), kar se 
ni spremenilo, ko smo počakali eno uro, preden smo ponovno izvedli amplitudni test. 
Rezultat je skladen z opažanjem pri rotacijskem testu (viskoznost v odvisnosti od strižne 
hitrosti) in krepi domnevo, da so celice stabilizirajoči vezni člen v mreži γ-PGA. Pri 
izbrani strižni deformaciji se z naraščanjem frekvence v vzorec vnese toliko energije, da se 
ta med testom ne more več vrniti v izhodiščno stanje. Zaradi tega je potrebno vnesti vedno 
več energije pri povečevanju frekvence oscilacije, da se vzorec ponovno izpostavi enaki 
strižni deformaciji. Na grafu se to kaže kot postopno povečanje elastičnega in viskoznega 
modula vzorca. Samo pri rabljenem gojišču v neki točki začne prevladovati elastični modul 
nad viskoznim modulom, ker je samo pri tem vzorcu vzpostavljena mreža med celicami in 
γ-PGA, ki daje vzorcu strukturo gela. Pri ločenih komponentah gojišča se večino vnesene 
energije porazgubi, pri rabljenem gojišču pa se ta porabi za ponovno vzpostavitev 
izhodiščnega stanja sistema. 
Z meritvami viskoznosti rabljenega produkcijskega gojišča pri visokih strižnih hitrostih 
lahko torej napovemo koncentracijo γ-PGA. Izjema je bil sev B. velezensis NRRL B – 
23189, ki je po viskoznosti rabljenega gojišča pred B. licheniformis ATCC 9945a, čeprav 
je imel primerljivo količino izolirane γ-PGA. Razliko bi lahko razložili s tem, da so 
molekule γ-PGA pri B. velezensis NRRL B – 23189 precej večje, a sodeč po intrinzični 
viskoznosti temu ni tako. Glede na obliko tokovne krivulje pri visokih strižnih hitrostih 
(slika 10) lahko opazimo da je psevdoplastičnost pri B. licheniformis ATCC 9945a precej  
nižja, kar v skladu z našim modelom nakazuje na manjšo interakcijo v sistemu. Lahko, da 
bi se viskoznosti obeh sevov izenačili, če bi merili še pri višji strižni hitrosti. Dodatna 
interakcija bi lahko sicer izhajala iz še dodatnega povezovalnega materiala, ki ga ni v 
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gojišču B. licheniformis ATCC 9945a. Zato bi bilo smiselno meriti viskoznost rabljenega 
gojišča še pri višjih strižnih hitrostih. Prednost te metode za posredno določanje 
koncentracije γ-PGA je hitrost. Ostale potencialno nadomestne metode, ki so pravtako 
posredne, se niso izkazale za uporabne. Korelacija med viskoznostjo in optično gostoto 
gojišča je zanemarljiva, ker celice k viskoznost gojišča pomembno vplivajo samo, če so 
vpete v mrežo iz molekul γ-PGA. Prav tako je zanemarljiva korelacija med koncentracijo 
γ-PGA in optično gostoto, ker se produkcija γ-PGA pri različnih sevih pri istih optičnih 
gostotah razlikuje. 
Po naših pričakovanjih se je v izbranem produkcijskem gojišču pri mutanti seva B. subtilis 
PS-216 srf-cfp, ki omogoča relativno visoke celične gostote, najbolj povečala viskoznost, 
če smo mu dodali L-glutamat, kar je v skladu z literaturo. Največjo koncentracijo γ-PGA in 
produktivnost dosegajo sevi, ki imajo v gojišče dodan glutamat (Sirisansaneeyakul in sod., 
2017). Juršič (2017) je ugotovil, da izbrani sev bistveno počasneje raste, če je v enakem 
produkcijskem gojišču namesto glukoze edini vir ogljika L-glutamat. Upoštevajoč tudi 
rezultate, ki jih prikazuje slika 13 in tabela 2 menimo, da je izbrani sev dodani glutamat 
uporabil za produkcijo γ-PGA, jo s tem pospešil in ga ni usmeril v razmnoževanje 
biomase. Predvidevamo, da je gojišču, ki mu je bil dodan glutamat, hitreje narasla 
viskoznost kot ostalim gojiščem. Zaradi povečane viskoznosti se upočasni difuzija kisika, 
ki upočasni naraščanje biomase. Dodatek NH4Cl v gojišče je pri mutanti seva B. subtilis 
PS-216 srf-cfp upočasnil produkcijo γ-PGA, celična gostota se v primerjavi s kontrolnim 
gojiščem ni bistveno spremenila. Različni avtorji so pri »od glutaminske kisline neodvisnih 
sevih« maksimalno produkcijo γ-PGA dosegli tako, da so kot edini vir dušika uporabili 
prav NH4Cl (Sirisansaneeyakul in sod., 2016; Zhang in sod., 2012), kar nakazuje, da je 
regulacija sinteze γ-PGA pri B. subtilis PS-216 srf-cfp drugačna od običajnih »od 
glutaminske kisline neodvisnih sevih« . V gojišču, ki smo mu dodali L-glutamat in NH4Cl, 
je pozitvni učinek L-glutamata na produkcijo γ-PGA prevladal nad negativnim učinkom 
NH4Cl. Krivulji gojišč, ki jima je bil dodan glutamat, imata pri nizkih strižnih hitrostih 
drugačno obliko kot ostale krivulje. Zaradi nižjih vrednosti OD si pri gojišču, ki mu je bil 
dodan glutamat to lahko razlagamo z manjšim številom celic, ki z vpletenostjo v mrežo iz 
γ-PGA k viskoznosti pripomorejo predvsem pri nižjih strižnih hitrostih. 
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6 SKLEPI                 
- mutanta Bacillus subtilis PS-216 srf-cfp je bila v produkcijskem gojišču poli-γ-
glutaminske kisline (γ-PGA), ki ne vsebuje glutamata, pri šaržnem načinu gojenja, 
s koncentracijo (4,1 ± 0,5) g/L najboljši producent γ-PGA med vsemi testiranimi 
»od glutaminske kisline neodvisnimi« sevi 
- koncentracija γ-PGA v produkcijskem gojišču močno pozitivno korelira z 
viskoznostjo rabljenega γ-PGA produkcijskega gojišča pri visokih strižnih hitrostih, 
zato lahko z meritvami viskoznosti rabljenega gojišča hitro napovemo 
koncentracijo γ-PGA v produkcijskem gojišču 
- kljub relativno veliki celični gostoti (≈ 2 x 109 celic/mL) k viskoznosti rabljenega 
gojišča večinsko prispeva γ-PGA, vendar lahko celice pomembno strukturirajo γ-
PGA v mrežo z lastnostmi viskoelastične trdnine, kar vodi do povišanja viskoznosti 
gojišča pri nizkih strižnih hitrostih 
- v časovnem optimumu produkcije, se je najbolj, 2-krat, povečala viskoznost 
produkcijskega gojišča, ki smo mu dodali glutamat v primerjavi z viskoznostjo 
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Ob izjemni biološki funkciji ima γ-PGA velik potencial za aplikacije znotraj različnih vej 
industrije (Ogunleye in sod., 2015). Organizme, ki izdelujejo γ-PGA, lahko razdelimo na 
tiste, ki za produkcijo potrebujejo glutamat v gojišču in tiste, ki ga ne potrebujejo. 
Industrijsko so še posebej zanimivi sevi, ki za izdelovanje γ-PGA ne potrebujejo 
glutamata, saj je lahko s takimi sevi proizvodnja cenejša (Luo in sod., 2016). 
V magistrskem delu smo primerjali produkcijo γ-PGA mutante B. subtilis PS-216 srf-cfp, 
ki je del mikrobne zbirke Katedre za mikrobiologijo, z ostalimi »od glutamata neodvisnimi 
producenti γ-PGA« pod enakimi pogoji. Želeli smo preveriti, ali je γ-PGA glavni dejavnik 
viskoelastičnih lastnosti v rabljenem produkcijskem gojišču γ-PGA in oceniti 
produktivnost mutante B. subtilis PS-216 srf-cfp glede na ostale seve. Z dodatkom hranil v 
rabljeno gojišče smo želeli še dodatno izboljšati produkcijo γ-PGA pri mutanti B. subtilis 
PS-216 srf-cfp. Ker smo predpostavili, da je glavni dejavnik viskoznosti v produkcijskem 
gojišču γ-PGA, je pomembno, da so bile vrednosti pH rabljenih gojišč v vseh časovnih 
točkah inkubacije takšne, da so omogočale prisotnost deprotonirane oblike γ-PGA. Pri 
vseh analiziranih sevih je imelo rabljeno gojišče s celicami psevdoplastične lastnosti. 
Najvišje viskoznosti ne nastopajo vedno ob istih časih pri vseh sevih, zato je bilo za 
primerjavo maksimalne količine proizvedene γ-PGA bistveno časovno spremljanje 
produkcije. 
Ker je viskoznost psevdoplastičnih tekočin funkcija tudi strižne hitrosti, smo koncentracijo 
izolirane γ-PGA primerjali z viskoznostjo pri visokih in nizkih strižnih hitrostih. Da bi 
razumeli, v kateri rastni fazi se proizvede največ γ-PGA smo gojiščem hkrati izmerili tudi 
optično gostoto. 
Med izbranimi od glutaminske kisline neodvisnimi sevi je največ γ-PGA, (4,1 ± 0,5) g/L, 
po 20-ih urah inkubacije, proizvedla mutanta B. subtilis PS-216 srf-cfp. Prav tako je imelo  
gojišče mutante B. subtilis PS-216 srf-cfp v primerjavi z ostalimi sevi najvišjo maksimalno 
viskoznost pri vseh strižnih hitrostih. Pri rezultatih izstopa le sev B. velezensis NRRL B – 
23189, ki je glede na maksimalno koncentracijo γ-PGA v gojišču tretji, gojišče pa je 
doseglo drugo najvišjo maksimalno viskoznost v časovnem optimumu produkcije γ-PGA. 
Rezultata ne moremo pojasniti z različno intrinzično viskoznostjo γ-PGA pri tem sevu saj 
ta ne odstopa, zato predvidevamo, da k viskoznosti rabljenega gojišča tega seva prispevajo 
tudi drugi polimeri, ki jih nismo izolirali z izbranim postopkom. 
Najbolj, 2-krat, se je v časovnem optimumu produkcije, povečala viskoznost 
produkcijskega gojišča, ki smo mu dodali glutamat v primerjavi z viskoznostjo 
produkcijskega gojišča brez glutamata. To gojišče je imelo med vsemi najnižjo optično 
gostoto, zaradi tega predvidevamo, da so celice uporabile glutamat za sintezo γ-PGA, 
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posledično najhitrejše naraščanje viskoznost pa je povzročilo tudi zmanjšanje 
koncentracije celic. 
Časovna dinamika produkcije γ-PGA kaže na veliko korelacijo med izolirano γ-PGA in 
viskoznostjo ter optično gostoto pri istem sevu. Zato smo primerjali koncentracijo 
izoliranega γ-PGA z viskoznostjo, viskoznost z optično gostoto in koncentracijo 
izoliranega γ-PGA z optično gostoto pri različnih sevih ne glede na rastno fazo. Pri večjih 
strižnih hitrostih ima viskoznost večjo korelacijo s koncentracijo γ-PGA. Čeprav 
koncentracija celic presega 2 x 10
9
 celic/mL, vidimo, da je viskoznost rabljenega gojišča le 
v manjši meri odvisna od koncentracije celic pri nizkih strižnih hitrostih in ni odvisna od 
koncentracije celic pri visokih strižnih hitrostih. 
Želeli smo prikazati prispevek γ-PGA in celic k viskoznosti rabljenega gojišča mutante 
seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. Seštevek viskoznosti ločenih celic in supernatanta z γ-PGA 
se pri nizkih strižnih hitrostih ni približal viskoznosti rabljenega gojišča, nasprotno se je pri 
visokih strižnih hitrostih seštevek dobro približal viskoznosti rabljenega gojišča. V 
rabljenem gojišču so celice vpletene v mrežo iz verig γ-PGA, ki nastane, ko so molekule γ-
PGA ionizirane. Vpletenost celic v mrežo še dodatno poveča viskoznost, ki je posledica 
tudi odbojnih interakcij zaradi negativnega naboja na verigi γ-PGA. Pri visokih strižnih 
hitrostih se tudi v rabljenem gojišču celice in molekule γ-PGA orientirajo v smeri toka. 
Interakcije med molekulami γ-PGA se na tak način prekinejo in seštevek viskoznosti 
ločenih komponent je nato skoraj isti kot viskoznost rabljenega gojišča. Pri spremembi 
vrednosti pH gojišča na 3 in ločbi celic iz gojišča, prvotnega stanja po združitvi celic in 
gojišča nismo več uspeli vzpostaviti. 
Z amplitudnim in frekvenčnim testom smo ugotavljali viskoelastične lastnosti rabljenega 
gojišča mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. Samo pri rabljenem gojišču do določene 
vrednosti prevladuje elastični modul in ima ta lastnosti gela, pri vseh ostalih prevladuje 
viskozni modul in imajo lastnosti viskoelastične tekočine. Pri ločenih komponentah 
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Reološke lastnosti izrabljenega gojišča mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp. 
 
Priloga A1: Viskoznost rabljenega gojišča mutante seva B. subtilis PS-216 srf-cfp po 19-ih urah inkubacije 
pri različnih strižnih hitrostih in viskoznost istega vzorca pri ponovni izvedbi testa po nekaj sekundah. 
 
Priloga A2: Viskoznost rabljenega gojišča (●), ponovno združenih komponent (●) in gojišča MMS (о) po 19-
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Priloga A3: Viskozni in elastični modul rabljenega gojišča (●), ponovno združenih komponent (●) in svežega 
gojišča MMS (о) za mutantno seva B. subtilis PS-216 srf-cfp pri amplitudnem testu, po 19-ih urah inkubacije. 
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